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. La Traduzione (Parte 2) 

Fattori di inizio procariotici ed eucariotici 
Poliribosomi 
IRES 
Allungamento 
Fattori di allungamento 
Tu e complesso ternario 
Formazione del legame pepUdico 
Peptidil-transferasi 
Traslocazione 
Antibiotici e inibitori della sintesi proteica 
Terminazione 
Fattori di terminazione 




e: elicanoti, IF: fattore di inizio 

Nei procarioti, solo sigla IF per distinguere i diversi fattori 
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Inizio traduzione eucarioti 





elF4F (e+G+E) riconosce cap e lega 
mRNA 

elF4B elicasi rimuove anse/forcine 



- — elF1A+elF3 legano iH A ed E 

impedendo legame subunità maggiore 



elF5b+elF2 portano tRNA-Met in sito P 



Complesso di pre-inizio lega mRNA 
formando complesso di inizio 
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Negli eucarioti, vi sono fattori di inizio che permettono il riconoscimento del mRNA, 
attraverso il legame fra elF4E e il CAP 

Altri fattori invece, permettono riconoscimento non dell'estremità, ma di una regione 
interna, detta IRES 



Differenza sostanziale fra procarioti ed eucarioti: 

Scanning AUG, riconoscimento sequenza di Kozak (intorno ad AUG) 

elF4F (formato da 4E, 4G e 4A) riconosce CAP e lega inizio mRNA 
elF4b elicasi che rimuove strutture secondarie 

Su ribosoma, elFlA ed elF3 funzioni simili a IF1 e IF3 visti per procarioti 
elF5b ed elF2 portano sulla subunità minore il primo met-tRNA 
Formazione complesso di preinizio 



Associazione con elF4F+mRNA 
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Fattori di inizio (elF) 



L'Intatto eocerlotico passa «ttra «r»o diversi 
compi»»»! 



Complesso 43S 

•1*2. elF3 ^ 

MettRNA 



Complesso Che 
«0» li CAppUCOO i 
mRNA *F4A B. 

e a 



li complesso 43$ 

li '«99 ali estremità 5 t 

5 àeWwRHA 



Al codone di tfuza 
n forme l 

complesso 48S 
•1*2. elF3. elFi 
1A elF4A. B F 



48- 
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Complesso su subunità minore ribosoma (elF2, elF3, Met-tRNA) detto 43S o di pre- 
inizio 

Complesso su mRNA (elF4F - 4E+4G+4A-, elicasi elF4B) 

I due complessi interagiscono, formando il complesso di inizio 



Fattori di inizio (elF) 



ti 



Fattori di inizio si legano all'estremità 5' dell'mRNA 



elF4F è un eterotrimero composto da: 

elF4G è una proteina che serve da impalcatura 
elF4E si lega al cappuccio metilato al 5' 
elF4A è una elicasi che svolge la struttura 5' 




PABP 



elF4G lega altri due fattori 
elF4B stimola I elìcasi elF4A 
PABP si lega al poli(A) al 3' 
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4G collega 4E, legato al CAP, alla PABP, permettendo circolarizzazione dell'mRNA 
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Fattore di inizio elF2 



Un complesso ternario si lega alla subunità 40S 



elF2 consiste 
di subunità otp-y 



elF2B 



elF2B genera 

la forma attiva di elF2 



J GTP GDP« 



Met 



Complesso temano 
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Complesso ternario: elF2, GTP e Met-tRNA 



Fattori di inizio elF2 ed elF3 




Complesso 43S = subunità 40S + fattori + tRNA 



elF3 mantiene libere le subunità 40S 



9 

elF2 lega Met-tRNA, a 40S 



43S 



elF2 è una GTPasi 
elF2B è il fattore di scambio 

GDP 

2B 
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elF3 tiene staccata subunità maggiore 
elF2 lega il primo tRNA alla subunità minore 
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Fattore di inizio elF4 



Il complesso 43S si lega al complesso 
mRNA-fattore 




Mei 



>J31A 



W 4B 1 



4G 



PABP 



3' 



Interazioni possibili: 
elF4G si lega a elF3 
l'mRNA lega elF4G, elF3 e subunità 40S 

D. Zlpota . Biologi» Motte oitra 



A, E, B e G 

Importante 4G che permette circolarizzazione mRNA 
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Fattori di inizio 



ti* 



elFI 



elF2 (3 suDurotà) 
elF2B (S subumU) 

elF3 02*utKJf*U) 



elF4 

elFS 

elFSB 
elF6 



flF4F 



HF4B 



elF4£ 
elF4G 
elF4A 



lega la subunita 40S. controlla I accuratezza del riconosci m*rv»o 0>l codone AUG di miz»o c 
contribuisce con elF3 a impedire l associazione prematura con la 60S 
Promuove «i legame di MeMRNA. Mrt alla suòun»ta 40S e contribuisce con elF3 aita interazione 
iòne da Questa con rmRNA 

Interagisce con McttRNA,**" formando I compì»» temano " McuRNA^IF 2XrTP" 

Cau zza lo scambio GTP/GDP per il r«io di elF-2 (è chiamato anche GEF i Guanne-rmcieo- 

Me (Khooge Factor) 

Lega la subunita 40S e ne promuove i» legame con MettRNA.**" e mRNA e impedisce l*sso- 
oanone della 60S prima che si sia formato «i complesso d« inizio 43S 
Riconosce e lega n 5'cap 

Costituisce un impalcatura per l'assem faggio di elF4F. interagendo con eiF4F. ed elF4A 
Ha attivila RNA ebcasxa ATPas;-dipecdente 
Stimola l'escasi e lega simultaneamente elF4F 

Interagisce con il complesso di pre inizio 43S (40VMet tRNA UH «'e«F3^elF2-GTP) e promuove 
i MVolfS* dei GTP associato a e)F2 

Legato a GTP recH*a il complesso ternano "MeltRNA,'*'VelF2/GTP* sulla subun-ta 40S 
Lega la subunita 605 libera e impedisce la sua associazione con la 405 
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A, E, B e G 

Importante 4G che permette circolarizzazione mRNA 



Scansione 




La subunftà 40S scansiona l'mRNA 
cercando un codone AUG 



elF1 ed elF1A permettono la scansione 
MtL 



2 jp1A Complesso 48S 



elF5 induce I idrolisi di GTP da parte di elF2 
elF2 ed elF3 sono rilasciati 

elF5B media I unione della subunita 60S 
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Dopo scansione, fattore elF5B che permette legame con subunità maggiore 



Importante che Met-tRNA sia già legato, perchè riconoscimento AUG su mRNA 
avviene grazie alla sua presenza 




stop (AGUJ 




proteina di cap al 5' inizio (AUG) 
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4G lega poli A a CAP, circolarizzazione 
E lega il CAP 
A lega mRNA 



11 




Inizio: riconoscimento cap 
Riconoscimento IRES 
Riconoscimento cap e poliA 



Internai Ribosome Entry Site (IRES) 




proteina a proteina p proteina | 
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IRES: siti di ingresso interni per il ribosoma 
Ad esempio, mRNA policistronici dei procarioti 



Internai Ribosome Entry Site (IRES) 




Distacco subunità maggiore, minore resta legata 
Nuovo f-met-tRNA, riassemblaggio, sintesi 
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IRES in elicanoti 

Inizio dipendente da CAP, usa elF4E (riconoscimento CAP) ed elF4G (lega PABP) 
Se indipendente, usa IRES: legame elF4A, ed elF4G sostituita da proteina con ana 
funzione di legame a PABP per circolarizzazione 




IRES permette assemblaggio ribosoma in sito interno del mRNA 



Allungamento (1) 



Componenti - Complesso EF- 
Tu/GTP/tRNA 

- EF-Tu - porta il tRNA al sito A 

- GTP - fornisce energia 

- tRNA - porta l'amminoacido 
Solo l'ingresso del tRNA 
corretto induce i cambiamenti 
conformazionali che 
permettono il legame all'mRNA 

Se il tRNA è corretto, GTP -> 
GDP e Tu-GDP viene 
rilasciato 




Phenylalanine 
Phe-tRNA 



A A A GDP 

tì^EF-Tu 
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EF: elongation factors, ossia fattori di allungamento 



Fattore EF-Tu, porta il tRNA nel sito A 

Se tRNA è corretto, si lega ad mRNA, GTP viene idrolizzato e EF-Tu viene rilasciato 



Allungamento (2) 



Formazione del legame 
peptidico fra gli amminoacidi 

Attività enzimatica Peptidil 
transferasi - un ribozima 

Il tRNA nel sito P è scarico 




Peptide bond formation 



GTP-<p 



EF G 
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Formazione del legame peptidico 
Attività peptidil-transferasi insita in rRNA (ribozima?) 
Peptide si sposta su aa in sito A (direzione sintesi N->C) 
Sito P a questo punto contiene tRNA scarico 



Allungamento (3) 




Traslocazione del ribosoma di 
3 nt lungo l'mRNA 

tRNAs con peptide si sposta 
da sito A a sito P, mentre il 
tRNA scarico passa nel sito E 

Intervento del fattore EF-G 

GTP -> GDP + P 
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Traslocazione ribosoma, peptide passa da sito A a sito P 
tRNA scarico in P, passa nel sito E 

Traslocazione richiede energia: interento fattore EF-G, che idrolizza GTP per 
effettuare la traslocazione 



Allungamento (4) 

• Rilascio del tRNA scarico e 
ripetizione del ciclo 

• Ogni ciclo dura circa 1/20 
secondo 
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Rilascio tRNA e ripetizione del ciclo (ossia, EF-Tu legato a tRNA, aa-tRNA in sito A, ecc. 
ecc. 
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Rilascio tRNA e ripetizione del ciclo (ossia, EF-Tu legato a tRNA, aa-tRNA in sito A, ecc. 
ecc. 
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Elongation cycle 

Ribosome structure and position of factors & tRNAs based on cryo-EM with 3D image 
reconstruction. Diagram provided by Dr. J. Frank, Wadsworth Center, NYS Dept. of 
Health. 

Partial images on subsequent slides are derived from this. 



Colors: large ribosome subunit, cyan; small subunit, pale yellow; EF-Tu, red; EF-G, 
blue. tRNAs, gray, magenta, green, yellow, brown. 




Sito P: dove è localizzato tRNA legato al peptide, prima di un nuovo ciclo di sintesi 
Sito A: dove viene inserito il successivo aa-tRNA 



Formazione legame peptidico 




La formazione del legame peptidico comporta il trasferimento 
del polipeptide airamminoacil-tRNA 



Lamminoacil-tRNA 
entra nel sito A 



Riceve la catena 
polipeptidica dal 
peptidil-tRNA 



Il nuovo peptidil-tRNA 
viene trasferito nel 
sito P per il successivo 
ciclo di allungamento 



4» 
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eccanismo allungamento molto simile fra procarioti ed elicanoti 



Formazione legame peptidico 




c&ter à polip«ptid»c à 



- — C — C 

I T 

M R 




I | ^N-C— C — N- 
H fi || | 

M H H 



p«p:,d.l-tRNÀ am<n»r>odCii-tRNA 
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Gruppo amminico amminoacido successivo, attacca il gruppo carbossilico che leg 
peptide al tRNA. 

Peptide si lega a nuovo aa, rilasciando il tRNA 



Formazione legame peptidico 




Protuberanza 
centrale 




Catena polipeptidica 
in crescita 



mRNA 



30$ Regione delia peptidiltrasferasi 



Ò 0 

SiVj p Sito A 



-NH o J 



Legame 
peptico 



HO 




m' i 



SitoP 



0 

Sito A 
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Attiità peptidil-transferasi in RNA ribosomale 23S (nei procarioti) 
RNA con attività enzimatica è un ribozima 



Richiamo evoluzione molecolare, mondo ad RNA, ribozimi... 

Prima sintesi di peptidi svolta da RNA con attività catalitica? Precursore ribosoma? 



Peptidil-transferasi 



ti 





ftqura 17.16 Posiziono dal sito attivo paptidtl transfara 

mco. Immagina a corona dalla subunrta 50S coma in Figura 
1714, con ( analogo di Vania. poausonato nal arto atavo pap- 
bda- trasfar astco. in vanto. É da notar» laasacua di protstna 
(oro) vtt«>a al aito atlrvo (Oa: 8an N . P Niaaarv J. Hanaan. 
P B Uooca a T A Starti. Tha compia ta atorrac ttructura of 
tha larga nbosomal subunrt at 2 4 A rssolutoon Se—oc* 209 
(11 Aug 2000) I 2. p 007 CopyngN OAAAS .} 



Figura 17.17 Immagina <J»I arto attivo p 
ateo ottenuto n muovendo gli rRNA. fi fosfato dal analogo 
di Yanis, al c antro dal sito atlrvo. a mostralo in fucsia; la lunga 
coda color tue su rappraaanta il ponpapada rvaacsnta Sono 
mofaa mostrata la quattro protsma nboaomaa pai v»c*>a al 
silo attivo, con la dwtanza raUtiva riportata in A (Da Niaaan, 
P J Mansan. N Bari P B Moora a T A Slaitr Tha ttructural 
baar» of ifcOOMWt aclrvrty m paptida bond synthaaia Scian- 
ca 219 (11 Aug 2000) f. 6b p 024 Oopynght OAAAS I 
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Siti attivo peptidil tranferasi in subunità maggiore 

Non ci sono proteine ribosomiali in prossimità del sito catalitico (in verde), attività 
enzimatica gestita dal rRNA 




D Zipoto 



- Bk>logl« Mokcotof 
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Due modelli per spiegare la traslocazione 



mRNA ripiegato fra siti A e P 




Figura 1 6 1 S Potlxionamento 
relativo <Jr » t UNA che ». trova- 
ne ne» «ti A. P ed t del nbovo 

ma L'mRNA '* una piega di 4S* 
r r, r contente *• tRNA nei trti A e 
P di appaiarsi a codoni adiacenti 
tur mRNA (font* Center (or Mote- 
colar PSKOtOfy or Rn a Ur .rr Mt> 
of California. Santa C»w/. http " 
rna.ucsc edu'wacentcr/noller_ 
labncmil 
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mRMA 
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3 tRNA nel core del ribosoma: uno in sito E, uno in sito P, uno in sito A 
Traslocazione da sito P a sito A del peptide, poi spostamento, aa scarico passa da P ad 
E e viene espulso 

tRNA con peptide passa da sito A a sito P 
Nuovo tRNA entra in sito A e il ciclo ricomincia 
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Durante la traslocazione, spostamento e rottura dei legami idrogeno fra tRNA e 
mRNA 
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Durante la traslocazione, spostamento e rottura dei legami idrogeno fra tRNA e 
mRNA 
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EF-Tu 



ti* 




OIP 



9 

è 



1 \ 



r 



- 





Figura 16,13 MoòtJlo par II lagama dtgl jmnMnoac4l-tRMA al «Ito A dal rtXMoma. (a) EF-Tu « accoppiai con II GTP a tormar* 
un compitato binario (b) Quttto compitato si ottocu con un ammmoacd-lWM ptf formar* un compiatso tornano, fc} I oom- 
pittto tornano m Ito* al rttooaoma con un papttctt-tRNA nai tuo alto P • un tuo A vuoto (d) n GTP vtana <Vol<u*to t il mutante 
compatto EF-Tu-GDP ti tf*aoc« <* rtboaoma. loaoando un nuovo arrrninoacl-lRNA M «Ito A (•> EF-Ts tcarnbia H GOP con M 
GTP tu EF-Tu, ngantrando à comptttto EF Tu-GTP 
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Funzionamento EF-Tu 

Fattore di allungamento Tu si "carica" legandosi al GTP. 
Lega aa-tRNA 

Se appaiamento tRNA-codone è corretto, idrolisi del GTP e ricomincia il ciclo 
Se scorretto, EF-Tu non idrolizza GTP e non rilascia il tRNA 
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n{*mr predio 
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Altro GTP viene consumto per la traslocazione, effettuata da EF-G 
1 GTP: inserimento aa in sito A 
1 GTP: traslocazione 

1 ATP: utilizzato per legame fra aa e tRNA 
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Se appaiamento errato, non si ha idrolisi del GTP 



Appaiamento errato 



^ il 

X 


Si 

'•"'i*L 


3él 





ti* 
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tRNA scorretto viene rilasciato 
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Antibiotico puromicina 



La puromicina assomiglia ad un 
amminoacil-tRNA 



IRMA m 
H t C 



hc By* I 

N N 



AmmrnoaaMRNA 



6 ÒH 
0«9-CH-R 

Amminoacido CH 3 CHj 




Puromicina 



O-C-CH, CH ^OCH, 




«ni. L GENE Vili Zanichelli 
»rc Sp.A. Copyright C- 2006 
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Antibiotico puromicina: ha una struttura che ricorda estremità del tRNA legato ad 
amminoacido 



Puromicina 



ti* 



C O OH HN OH 



^ J 



. OCHj 



Tirasti tRNA 
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Puromicina 



ti* 




Tiroaa-tRNA Puromtma 

\ 

r 




Sat»P- ^- Sto A 

Figur.» 16.11 Strutti** • attrita MU purooMOT* Ut Consorte fra I» •bu«ur» dai broarf-tRNA a (Mi puromieéna E da noUr* 
ri >Nto <M IRNA attaccalo al caiborao 5 rmà mmrtnomui-iPSHK laddowa c'è «ciò lt» yuppo i o >0— li c e naia punmttu L» ciltv- 
ranra tf a la pwo^Twctna • i tvoad tRNA an»io •*irftaoiMt* Il tca»o fb| M«ci araanto oT amiw dotta puronoc ma Prono la puvVi*;»!* 
•puro-NHp a> Ioga ai aito A opocto aul rtooaoma (I oao A dava nmti aperto oJfmoha la ptaxvraona ai ta^H). Po» la popoctt trattar aa< 
conpwgo N popoda ooi irto P ai gruppo ammodo dato puramtetna noi «fio A lnfr>o. la pap1*!#-pi#om«:r»o « doaocta dal rt>o- 
aoma, larmnando prarnab#amar*a la traducono. 
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Puromicina entra in sito A 

Peptidil transferasi sposta peptide su puromicina 

La sintesi non può continuare, si ha distacco del peptide incompleto 

Puromicina inibisce quindi la sintesi proteica nei batteri 
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Streptomicina: blocca l'inizio della traduzione 



Antibiotici 





Ac»do tusidico 



CH 3 



-0- 

CHOH 
I 

CH, 



OH CMjOH O I 
0;N— ^^-C — C— NH — C— CHCI 7 



H 



oh y 



CMjOM 



CHO 



CH 3 
Streptomicina 



H^C. OH 




OH 

OH Ó OH Ò 



NlCHj};. 

OH 

y 



0 



Cloramfcnicolo 



Ciclociimide 



Tetraciclina 
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Tetraciclina, streptomicina, cloranfenicolo,ecc, sono tutti inibitori della sintesi 
proteinca nei batteri 
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Tetraciclina, streptomicina, cloranfenicolo,ecc, sono tutti inibitori della sintesi 
proteinca nei batteri 



Inibitori sintesi proteica 



Antibiotici inibitori della sintesi proteica 



Antibiotico 


Cellule bersaglio 


Effetto 


Stn-ptomòna 


Procariotichc 


Inibisce l'inizio e causa errori di let- 
tura 


Tetraciclina 


Procariotiche 


Inibisce il legame degli amminoacil 
tRNA 


Cloram fcnicolo 


Procariotichc 


Inibisce l'atti vita peptidil trasferasica 


Eritremie ina 


Procariotiche 


Inibisce la traslocazione 


Puromicina 


Procariotiche 
ed eucariotiche 


Causa terminazione prematura 
della catena 


Oclocsimsdì' 


Eucariotiche 


Inibisce l'attività peptidil transrerasica 
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Tabella riassume principali classi di antibiotici e meccanismo di azione 

Alcuni specifici per ribosomi procariotici 

Altri inibiscono anche sintesi proteinca negli eucarioti 




Tu e complesso ternario 



Tu si ricicla fra una forma (agata a GTP a una lagata a GDP 



V Tu-GTP V 



Complesso 
ternano 



I 



Tu-Ts 



4 -r*^ 



Tu-GDP 



L aa-tRNA entra l estremità CCA si 
nel sito A su 30S sposta nel sito A su SOS 
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Complesso ternario: Tu, GTP e tRNA 
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EF-G trasporta aatRNA 

Struttura ricorda quella di un aa-tRNA 

Ipotesi: si inserisce in sito A, provocando spostamento mediante utilizzo di GTP 



Fattori EF 



l fattori EF tnfttrogtoeono m mode «Nomalo 




Legame 
■ <3«H èr\r>i oca: . r»NA 

Ef-To GTP ld«*fc <* GTP EF Tu GDP 
amrt.nooal-tRNA 

* *0 





Tf**iOCO*K>n« 

di GTP EF-Tu ♦ GDP 



L ocido fuUdtao 
biocca il nlasoo 



ti* 



D ajjjlD • Biologia MohcoUr» 




egli 



eucarioti, fattori di allungamento eEF agiscono con meccanismo simile 



Terminazione 



Tre codoni (UAA, UGA, UAG) non hanno tRNA 
complementari 

La proteina viene rilasciata in corrispondenza di uno di 
questi codoni (codoni di stop o di terminazione) 

Il processo richiede dei fattori di rilascio (RF. Release 
Factor) 

Procarioti: RF1, RF2, RF3 
Eucarioti: eRF1, eRF3 

Riconoscono codoni di stop, struttura simile ad un tRNA 

RF3/eRF3 legano GTP e permettono il rilascio del 
polipeptide e la separazione delle subunità ribosomali 
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Fattore di rilascio o terminazione RF (release factor) 
RF1 si inserisce in sito A 
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Fattori di terminazione RF-1 e 2 



RF-1 (o RF-2) lega il sito A 
e promuove rilascio peptide 



RF3 determina il rilascio di RF-1 o RF-2 






i 
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Inserimento avviene quando in sito A si trova uno dei codoni di stop (RF1, 2 e 3) 



RF-1: UAA e UAG 
RF-2: UAA e UGA 
RF-3: stimola rilascio RF-1 o RF-2 



Fattore di terminazione RRF 





RRF struttura simile a tRNA 



Lega sito P 

EF-G provoca traslocazione 

RRF legato solo a subunità maggiore 



Distacco tRNA da sito E e da sito P 
Distacco subunità ribosomiali 
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RRF: altro fattore di terminazione che determina dissociazione subunità ribosomiali 
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Fattori di terminazione (eRF1) 



eRF1 imita il tRNA 

Dominio 2 
(estremità 
dell'amminoacido) 



Dominio 3 





Dominio 1 
(estremità 
dellanticodone) 
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Fattore RF1 ricorda un tRNA 



Fattori di terminazione (eRF1) 



flpM 13.23 Li «rotture dei fetta* di 
ntaoo eucanoCko eKF ! * «mie a 
«furila di un ttiNA. I pannrib di «ritira 
mosoa «Rf-I e guHo di destre un ttNA. Li 
par» di eSf - 1 che essonv^e ed iftfMM 
tappresentete m trance, la rcgon* moia di 
elì£- 1 rtetajiK^ cdo i accodo lettori? di 
riesco exencoco. eV-3. Aprodocte di 
T>w>ds floc/tem Sa, 25. <»v?W e 
Budo"»ghflm Trenwtioneì le?Tr»f*e50Ct cornei 
of ejt, 561-566, 2O0Octn < pe*m*MO <% 



T.A. Bromo 
Genomi, Iti I d 

tdises 
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Fattori di terminazione (eRF1) 




Dominio 1 Ansa ctolt'antioodof» 




•RF1 umano Pht-tRNA di liovtto 
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aa-tRNA, EF-G, RF3 



ti* 





aa-tRNA/EF-Tu EF-G 



RF3 
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Idrolisi e terminazione 




©RF1 presenta una molecola di acqua par idrolizzar» 


Il polipeptid. 1 t R N A 


Allungamento 


Terminazione 


Centro 


Centro 


peptidil 


oeotid»! 


trasferasico 


irasrerasico 


Base: 


Base: . 


Sito P SUO A 


S<toP A 


Catana peptxfcca H H J 


Catena peplidica ) 

H-N / 






tRNA^ tRNA 


tRNA V 


Cairn papidtoi 


Catena peplidica 


H-N 
H-C-R 




H-N 


N 




H-C-R 


(À)H 


H 




o d \) 




Ìrnja Irma 
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Traslocazione peptide, idrolisi del legame fra peptide e tRNA, distacco della catena 
proteica 
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Ricapitolazione 



ti* 



